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緒 論
生体成分の質的量 的変 動を的確に把握す る ことが,病 態を解 析す るうえに極めて重要 なことは
あらためてい うまで もない。 ステ ロイ ドホルモソは微量で顕著な生理活 性を発現 し,し かもその
作用は構造のわずかな差 異によ り大き く変化す ることか ら,そ の測定 には特異性,感 度に優れた
方法の開発 がつよ く望 まれ る。1959年,Berson,Yalowエ}により開発 された ラジオイムノア ッ
セイは,抗 原抗体反応 を原理 とする測定法で あ り,特 異性に優 れ る抗血 清を用いるとき構造上の
微少差を識別 する ことが可能 である。本法は,は じめたん 白性ホルモ ソの測定 に応用 されたにす
ぎなか った。一 方,Erlangerら2},Goodfriendら3}はそれ 自身免疫原性 のない低分 子のステ ロ
イ ドホルモ ソも,た ん白結合体 と して免疫す るとき抗体が産生 す ることを報告 した。ついで
1969年,Abraham4},Midgleyら5}はエ ス トラジオ ールの ラジオイムノア ッセイに初めて成功
した。 以来,ラ ジオイムノア ッセイの種 々のステ ロイ ドへの応 用が試み られ,今 日の盛況を 見る
にいた ってい る。 しか し,生 体試料中には構 造の近似す る化合物 が数多 く共存 し,そ れ らを識別
し得 るに十分 な特異性 を もつ抗血清が必 らず しも測定 に用い られているとはいい難い。そのため
抗血清 の特異性 を改善すべ く,ハ プテ ソの調製に種 々の工夫が試み られ てお り,ス テロイ ド核上
の異な る位置 に種 々のブ リッジを導入 したハ プテ ソが数多 く開発 されて いる。一般に抗体の特異
性を決定す る因 子6}としてキャ リアーを結合 させ るステ ロイ ド核上 の位置,ブ リッジの長 さ並 び
にステ ロイ ド分 子のキャ リアーに対す る空 間的位置 が考え られ る。 これ らの うちと りわけ重 要な
のは結 合部位で あ り,ハ プテソ分子の特徴 的な部 分構造 が露 出するよ う,こ れ らか ら離れてい る
ことが望 まれる。 また,ス テロイ ド分子はキ ャリアーに対 してその面 が垂直方向 に,し か も
rigidに固定 され るのがよい とされ る。 ブ リッジの長 さに関 しては系統的 な検討 に乏 しく,わ ず
かにア ン ドロステソジオ ソの19位6b}を介 したハプテ ソの一・一例 がみ られ るに過 ぎないが,特 異性
にお よぼす影響 は比較的少 ない。
一方 ,d4-3一 ケ トステロイ ドは 生体 内 で重 要な生理作用を示す ものが多 く,男 性ホルモ ソ
のテス トステ ロソ,ア ソ ドロステソジオ ソ,黄 体 ホルモ ソのプロゲステロ ソ,17α一ヒ ドロキシ
プ ロゲステロ ソ並 びに副腎皮質 ホルモ ソの コルチ ゾール,11一デオキ シコルチゾール,ア ル ドス
テ ロソ等 があげ られ る。著者 は,キ ャ リア ーとの結合部位と して これ らステ ロイ ドに共通す るば
か りか,立 体化学的 に も特異 な4位 に着 目し,新 規ハ プテソの開発 を企 てた。A4-3一 ケ トステ
ロイ ドの4位 はtrigonalcarbonであるため,こ の位置 を介 して結合 させ るとハ プテ ンはキ ャ リ
ア ーに対 して垂直方 向に保持 され,ス テロイ ド分子 の α,β 両側 をよ く認識 した抗体 の産生を促
すのに有効 と考え られ る。 しか も,一 般に産生す る抗体は ブ リッジ部位近傍の認識 が低い ことか
ら,生 体内で水酸化 を受 けない4位 は ブ リッジの導入部位 として有利で ある。 また 〔1251〕を標
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識 に用 いるラジオイム ノア ッセイ並びに酵素免疫測 定法 において は,免 疫原 と標識抗原 の組合わ
せ が感度,特 異性 を決定す る因子η として重 要で あ る。 これは,産 生 す る抗体 がブ リッジ部位に
も親和性を示す ことに起因 してい る。 したがって各種 ブ リッジの導入が可能 な4位 を結合部位 と
することは,よ り感度に優 れ る"brjdgeheterologouscornbination"によるアッセイ系を開発
す るうえに有利で ある。
そ こでまず数多 くのハ プテ ソ系 がすでに開発 され てお り,抗 血 清の特異性を相対的に評価 で き
るテス トステロソを と りあげ,〔C-4〕 ハ プテンの合成 を企てた。 ついで化学変 換が比較 的困
難 とされ るコルチ ゾールについて 〔C-4〕 ハ プテ ソの開発 を試 みた。 さらにハ プテンーたん 白
結合体 の調製に,酵 素免疫測定法へ の応用 も考 えあわせ,N一 ヒ ドロキ シコハ ク酸イ ミ ドを用 い
る活性 エステル法の適用 を企 て,種 々のステロイ ドカル ボソ酸のN-succinimidylesterを合
成す るとともに,そ れ らの ウシ血清 アル ブ ミソに対 する反応性 を検討 した。 最後 に テス トステ ロ
ソ並 びに コルチゾールの 〔C-4〕 ハ プテソを用い て抗血清を調製 し,〔3H〕 体 を標 識抗 原 と
す るラジオイム ノア ッセイに より,そ れ らの特 異性 を吟味 した。
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第1章 ∠4-3-一ケ トス テ ロ イ ドの ハ プ テ ン 化
第1節 序
ステロイ ドホルモンは低分子のため,そ のままでは免疫原性をもたない。それゆえステロイ ド
に対する抗体を得るためには,カルボキシル基などを導入したハプテソとキャリアーたん白の結
合体を調製 し,免疫原として用いることが必要である。ステロイ ドのハプテソ化の方法としては,
固有のカルボニル基,水 酸基などを足掛 りとしてブリッジを導入する方法 と,ステロイ ド核上に
カルボキシル基などをもつブリッジを新たに導入する方法とが考えられ る。 しかし,このとき産
生する抗体は一般的には用いたハプテソのブリッジ部位近傍の認識が低いことから,ハ プテソ特
異的な抗体を得る上で前者は望ましくない。 また同様の理由から,後者においても代謝を受ける
位置はブリッジ導入部位として好ましくない。
d4-3一ケ トステロイ ドには重要な生理作用を示すものが多 く,優れた抗血清を得るのに適
切なハプテソの開発がつよく求められているものが少なくない。A4-3一ケ トス テロイ ドの4
位は水酸化 を受けず,か つtrigonalcarbonとい う特徴を有 していることから,この位置をハ
プテソのブリッジ導入部位とするとき,特異性に優れる抗体の産生のみな らず広い応用性が期待
できる。すなわち 〔C-4〕 ハプテソではブリッジがステロイ ド分子と同一の面に保たれるうえ,
3位カルボニル基と6位メチ レソ基の立体障害によりキャリアーと結合 したステロイ ド分子の自
由回転が妨げられ,結 合体はrigidなコソホメーショソをとることになる。
以上の観点から 〔C-4〕ハプテソの開発を企てた。4位 へのブリッジの導入には,エ ポキシ
ドの硫酸並びにチオール化合物による環開裂反応を利用 して,そ れぞれ4一 ヒ ドロキシーが 一
3一ケ ト体,4一 チオエーテル体へ変換す ることとした。本研究ではモデル化合物として,数多
くのハプテソがすでに開発されており,抗血清の特異性を相対的に評価できるテス トステロソ並
びにハプテソの調製上化学変換が比較的困難 とされるコルチゾールをとりあげた。
第2節 テ ス ト ス テ ロ ン の ハ プ テ ン 化 副
テ ス トス テ ロ ン の ハ プ テ ソ化 を 目的 と し て,4-hemisuccinoyloxytestosterone(7),4-
hemiglutaroyloxytestosterone(9),4-carboxymethylthiotestosterone(IO),4-(2-
carbexyethylthio)testosterone(11)の合 成 を 試 み た 。7及 び9へ の 中 間 体 と な るdiosphe-
no1構造 の4-hydroxytestosterone(3)を得 る た め に は,一 般 に4,5-qpoxideの 酸 に よ る
環 開 裂 を利 用 す る 方 法91,カ リ ウ ムtert一ブ トキ シ ドの 存 在 下3-keto-5β 一steroidの空 気 酸
化 に よ る 方 法10)及び オ キ シ ム誘 導 体 の 転 位 反 応 に よ る 方 法11)が考 え ら れ る 。 し か し,第3節 に
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おけ るコルチゾールへの応 用 も併せ 考えると後2者 は不利であ る。 そ こで本節 においては,4,
5-epoxideの硫酸によ る環開裂反応 を利用 して3を 合成す ることとした。 すなわち,testoste-
rone(1)を出発原料 と し,メ タノール中アル カ リ性過酸化水 素を用 いて4,5-epoxide(2)
と した後,メ タノール性硫酸 で処理 し3を 得 た。 さきVcHosoda'2)はフェノール性水酸基 のtert
-butyldimethylsilyl体は アル コール性水酸 基のそれ と異 な り,ア ルカ リで 容易 に水解 を受け る
ことを報 告 している。 そこで3か ら目的物(7,9)へ の変換 に本法 を応用 した。す なわち,3
を常 法に したがいbis(teTt-butyldimethylsilyl)ether(4)に導 き,つ いで アル カ リ水解 に
付 した ところ脱 シ リル化が選択的にお こり,4-hydroxytestosterone17-tert-butyldimethy・
lsilylether(5)を得 ることがで きた。5を ピリジン中無水 コハ ク酸 と処理 して4-hemisucc-
inate(6)に導 き,最 後 に 塩 酸 で17位の保 護 基 を 除 去 して 目的 とす るハ プテソ4-hemisu-
ccinoyloxytestosterone(7)・を得 た。 同様 に して4-hemig!utaroyloxytestosterone(9)
を製 した。
♂H-H-一 。H
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つ ぎ に チ オ ー ル に よ る エ ポ キ シ ド環 の 開 裂 反 応 に 着 目 した 。 さ き にTomoedagd}は4β,5-
epoxy-5β一cholestan-3-oneにジ オ キ サ ソ 中 ポ リ リ ソ 酸 の 存 在 下 エ タ ソ チ オ ー ル を 作 用 さ
せ4-ethylthiocholest-4-en-3-oneを得 た と 報 告 し て い る。 し か し,β 一 メ ル カ プ トエ
タ ノ ー ル と の 反 応 で は ス テ ロ イ ドの3,4位 で 環 化 したcholesta-3,5-diene〔3,4-b〕 一
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oxathianeを,メル カ プ ト酢 酸 と で は4-hydroxycholest-4-en-3-oneを 与 え た と い う。
一 方 ,K由merら13〕 は4,5-epoxytestosteroneに無 水 エ タ ノ ー ル 中 金 属 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 エ
タ ソ チ オ ー ル を 作 用 さ せ4-ethylthiotestosteroneを得 て い る 。 著 者 は4,5-epoxytestoste-
rone(2)を 用 い,含 水 エ タ ノ ー ル 中 水 酸 化 カ リ ウ ム ア ル カ リ性 で β一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル に
よ る 環 開 裂 反 応 を 検 討 した 結 果,4-(2-hydroxyethylthio)testosteroneが生 成 す る こ と を
見 い 出 した 。 こ の も の は 前 述 のTomoedaら の 方 法9d〕に 準 じて 調 製 した17β 一hydroxyandrosta
-3 ,5-diene〔3,4-b〕oxathianeと 異 な る こ と をTLC及 びUV吸 収 ス ペ ク トル か ら確 認
した 。 そ こ で2に 同 条 件 下 メ ル カ プ ト酢 酸 並 び に β 一 メ ル カ プ トプ ロ ピオ ソ酸 を 作 用 さ せ,目 的
と す る4-carboxymethylthiotestosterone(10)及び4-(2-carboxyethylthio)testosterone
(11)を得 ることがで きた。
2一 。♂H
S(CH2)nC∞H
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Chart2
第3節 コルチゾールのハプテ ン化14)
コル チ ゾ ー ル の ハ プ テ ソ化 を 目的 と して,4-hemisuccinoyloxycortisol(20),4-carboxy-
methylthiocortisol(22),4-(2-carboxyethylthio)cortiso!(24)並び に4-(2-hemi-
succinoyloxyethylthio)cortisol(27)の合 成 を 試 み た 。4-Hemisuccinoyloxycortisol(20)
へ の 中 間 体,4-hydroxycortisol(16)の合 成 に は,前 節 で 述 べ た ご と く4,5-epoxideの 酸
に よ る環 開 裂 を 利 用 す る 方 法9},tert一 プ タ ノ ー ル 中 金 属 カ リ ウ ム を 用 い る 方 法tO}及 び オ キ シ
ム 誘 導 体 の 転 位 反 応 を 利 用 す る 方 法11}が考 え ら れ る。 こ れ ら の う ち 後2者 で は17位 側 鎖 を ユ7α,
20:20,21-bis(methylenedioxy)(BMD)誘 導 体 な ど と して 保 護 す る 必 要 が あ る。Cortiso1
のBMD化 は,11β 水 酸 基 がmethoxymethyletherとな る副 反 応i5〕を 伴 な う ほ か,BMDの 加
水 分 解 も比 較 的 困 難15b}であ る こ と か ら,4,5-epoxideを 経 る 工 程 を 選 ん だ 。Cortisolを直 接
ア ル カ リ性 過 酸 化 水 素 を 用 い る エ ポ キ シ 化 に 付 す と ジ ヒ ドロ キ シ ア セ トソ 側 鎖 が 分 解gb'16}する た
め,予 め これ を 保 護 す る必 要 が あ る 。 そ れ ゆ え ア ル カ リ性 で 安 定,か つ 除 去 の 容 易 な 保 護 基 と し
てtetrahydropyranyl(THP)etheri7}を選 択 した 。2,3一 ジ ヒ ドロ ピ ラ ソ に よ るTHP化 の
触 媒 と し て は,p一 トル エ ソ ス ル ポ ソ 酸17'18〕の ほ か 塩 酸19},オ キ シ 塩 化 リ ソ20),三 フ ッ化 ホ ウ
素21)など が 用 い られ る。 し か しcortisolの側 鎖 は こ れ ら 酸 で も分 解 を 免 が れ 難 い 。 最 近,
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MiyaShitaら22}は本反応の触媒 としてpyridiniump-toluenesulfonateが優れ ることを報 告 し
てい る。 そ こで この方法に準 じてTHP化 を試 みたと ころ,ほ ぼ定量 的にcortisol21-THP
ether(13)が得 られた。13をメタノール中硫酸で処理 し,カ ラム クロマ トグラフィーに よ り分離
精製 を試み たが,目 的物 を高い純 度で得 ることがで きなかった。そ こで4,21-bis(tert-
butyldimethylsilyl)ether(15)として精製 した のち,硫 酸に よる脱 シ リル化を行ない4-
hydroxycortisol(16)を得た。 ついで 目的 とする20に誘導す るため,ま ず16の4位 水酸基への
直接hemisuccinoyl化を 検討 したが,4位 よ り21位水酸基 の方の反応性 が高 く,満 足 し得 る結
果 が得 られなか った。 したが って,21位を選択的 に保護 したのち4位 をhemisuccinoyl化す る
必要 がある。第2節 において4位 水酸基 がdiosphenolであることを利 用 し,4,17-bis(tert-
butyldimethylsilylether)(4)のアル カ リ処理 によ り選択的に4位 のみを水解 し,4-hydrox
体を得た。Cortisolについて も前述 の4,21-bis(tert--butyldimethylsilyl)ether(15)に
ついて同様の試 みを行な ったが,21位も加水分解 され 目的 を達 し得なか った。 そこで21位水 酸基
の選択的 シ リル化 を試み た。 すなわち,tert-butyldimethylsilylchlorideを計算量の1.2倍
モル作 用 させたと ころ約70%の収率で 目的 とす る4-hydroxycortiso121-silylether(17)を
得 ることがで きた。 この ものは15の酢酸 による選択的脱 シ リル化に よって得 られた4-hydroxy・
cortisol4-silylether(18)とTLC上明 らかに区別 された。 また。NMRス ペ ク トルにおい
てtert-butyldimethylsilylの2このメチル基 に もとつ く吸収 が,21-silyletherの場 合0.12
ppmに6H分,singletとして,他 方4位 の場合はO.11ppm及び0.17ppmに3H分 ずつsingle
と して観察 され,そ れぞれの構造 を支持 した。 ついで17を常法通 りピリジソ中無水 コハ ク酸 で処
理 して19とし,硫 酸 を用 い る脱 シ リル化に よ り目的 とす る4-hemisuccinoyloxycortisol(20)
を得 た。
つ ぎに第2節 で用いたエポキシ ドの チオール化合物 による環開裂反応 を利用 して4-th】o-
ether体3種を合成 した。 すなわちアルカ リ性で不安定 な側鎖を保 護 した4,5-epoxycortisol
21-THPether(14)にメル カプ ト酢酸並 びに β一メル カプ トプ ロピオ ソ酸 を作 用 させ21,23と
した のち50%酢酸 にて脱THP化 し,そ れぞれ対応 する4-carboxymethylthiocortiso1(22)及
び4-(2-carboxyethylthio)cortisol(24)を得た。 また14にβ一 メル カプ トエ タノールを
作用 させ て25とし,つ いで常 法に したがい ピリジ ソ中無水 コハ ク酸,さ らに50%酢酸で処理 し4
-(2-hemisuccinoyloxyethylthio)cortiso1(27)を作成 した。
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第4節 考 察
テス トステロソの4位 カルボキシル誘導体(7,9)の 合成におい て,そ のキーステ ップとな
る4-hydroxytestosterone4,17-bis(tert-butyldimethylsilyDether(4)の選 択 的 加
水分解は,diospheno1において もフェノール性水酸 基の場合 と同様に進行 し,目 的物 を好収率
で得 ることがで きた。 また,コ ルチ ゾール側鎖 の保護手段 の一つで あるTHP化 は,従 来 の方法
では低収率で あるが,pyridiniump-toluenesulfonateを触媒に用いた ところ反応は ほぼ定 量
的に進行 した。 ハ プテ ソを用 い るラジオイ ムノア ッセ イ,酵 素免疫 測定 法におけ る標識抗原の調
製 あるいは固定化抗原 の作 成などには,比 較的多量 のハ プテソを必要とす るが,4-thioether
体は他に比ぺて工程 も短 か く,か つ収率 よ く得 られ有利で ある。
ここで調製 した 〔C-4〕 ハプテソは,キ ャ リア ーたん 白とステ ロイ ド固有 の官 能基,生 体 内
で水酸化 を受け る位置 を介す ることな く結合 し,し か もステ ロイ ド分 子がキ ャ リアーに対 して垂
直に保 たれ ることか ら,こ れ らハ プテソーたん白結 合体で動物を免疫 す ると き特異性 に優 れた抗
体 の産生 が期待で きる。
一8一
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第2章 ステロイ ドーた ん白結合体の調製
第1節 序
ステロイ ドホルモソのハプテソ化には,合成上の容易 さからカルボキシル基の導入が広く行な
われている。従来,ハ プテンのカルボキシル基とキャリアーたん白のア ミノ基の縮合には混合酸
無水物法2'23)並びにカルボジイ ミド法z4jが用い られている。 特異性に優れる抗体の産生には,
免疫に用いるハプテンーたん白結合体に変性 したハプテソの含まれないことが大切である。その
ため両者の縮合には,で きるだけ緩和な条件が望まれる。 しか し混合酸無水物法は,反応時に塩
酸が生成し,その中和に水酸化ナ トリウムを用いるため,コ ルチゾールのジヒドロキシアセ トソ
側鎖のような化学的に不安定な構造のハプテンを扱 う場合,必 ずしも適切な方法とはいい難い。
またカルボジイミド法は,ハ プテンの活性化,た ん白との結合を同時に行なうため,た ん白分子
同士の結合も起こり25},調製 した結合体が不溶化する原因となる。さらに酵素免疫測定法への適
用を考えるとき,これ らの結合法は再現性に難点があるため,抗体一酵素標識抗原の組合せの問
題を扱 うのに不都合である。
そこで,Andersonら26}によりペプチ ド合成法 として開発されたN一 ヒ ドロキシコハク酸イミ
ドを用いる活性エステル法に着 目した。本法は活性中間体の分離精製が可能であ り,優れた再現
性が期待されるに もかかわ らず,ス テロイ ドの免疫測定法に適用 した報告はない。このエステル
化は,カルボジイミドを用い比較的緩和な条件下行なうことができるため,不 安定な部分構造を
もつ コルチコイ ドには有利な方法である。
以上のような観点から,テス トステロソ及びコルチゾールのハプテンのN-succinimidyl
esterを調製 し,それらの反応性をウシ血清アルブミソ(BSA)を 用いて検討した。
第2節 ス テ ロイ ドカル ボ ン 酸N一 ス ク シン イ ミ ジル エ ス テ ル の 合 成
N一 ヒ ドロキシ コハ ク酸イ ミ ドとカルボキシル基 との縮合 には カルボ ジイ ミ ド法が主に用い ら
れ,dicyclohexylcarbodiimide(DCC)及び1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide・HC1(EDC・HCl)が触媒 と して繁用 され る。 カルボ ジイ ミ ド法で副生物 と
して生ず るア シル尿 素お よび過剰の試薬 を除去す る容易 さを考 え,水 溶性のEDC・HC1を 用 い
てN-succinimidylesterを調 製 した。す なわ ち95%ジオキサ ソ中EDC・HC1の 存在下,ハ
プテソとN一 ヒ ドロキ シコハ ク酸イ ミ ドを縮合 させ たのち,反 応混 合物 の酢酸 エチル溶液 を水洗
する ことに よ り過剰の試薬並びにア シル尿素 を,つ いでアル ミナ層 を通 す ことによ り未反応 のハ
プテソを除去 した。第1章 で合成 したテス トステ ロソ 〔C-4〕 ハプテ ソ(7,9,10,11)並
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び に 既 知 の 方 法2)で 製 し たtestosterone3-(0-carboxymethy1)oxime,testosterone17-
O-hemisuccinate,cortisol21-0-hemisuccinate及びcortisol21-THPether(13)よ
り誘 導 したcortisol3-(0-carboxymethyl)oxime(28)に本 法 を 適 用 し,そ れ ぞ れ 活 性 エ
ス テ ル(29-36)を50-80%の 収 率 で 得 る こ と が で き た 。
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第3節 ス テ ロ イ ドカ ルボ ン酸N一 ス ク シ ンイ ミジル エ ス テ ル の ウ シ血 清 アル ブ ミ
ン(BSA)と の反 応 性
活性エステルは アル カ リ性でア ミノ基 と容 易に縮 合す る2ηが,化 学的 に不安定 な構造を もつ化
合物へ の適用を も考 え,ま ず リソ酸緩衝液(pH7.4)一有機溶媒(ピ リジソ,ジ オキサ ソ,ジ メ
チルホルムア ミ ド)系 に おけ る17-O-hemisuccinoyltestosteroneN-succinimidylester
(30)のBSAに対 す る反応性を検討 した。 活性 エステルとBSAの ア ミノ基 との反応性は,用
いた有機溶媒に かかわらずほ とん ど差がな く,ま た再 現性 もよいことが判明 した(Table1)。
つ ぎに有機溶媒 と して ピリジンを用い,活 性 エステル4種 について反 応性 を比較検討 した。構造
によ り若干の差 は見 られ るものの,試 薬:BSAモ ル比60で行 なった場合,得 られ た生成物 は い
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ずれ もBSA1モ ルあた りの結 合比 が22-33モル と,免 疫に用いるのに十分な もので あった
(Table2)。なお,こ の とき非結 合型 ステ ロイ ドは,反 応混合物を透析 及びアセ トソ処理に付
す ことによ り除去 した。
Table1.
a)
MolarR旦tioof17-・O-He皿isuccinoyltesto8terone」 ・ncorporated±nBSA
b)
Act=tvated8teroid
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水溶性 カルボ シイ ミ ドを用い るステ ロイ ドカルボ ソ酸 とN一 ヒ ドロキシ コハ ク酸 イ ミドの縮合
は,い ずれ も室温約2時 間で完結 し,収 率 も50-80%と,ほぼ満足で きる もので あった。
BSAの ア ミノ基 と これ ら活性 エステル との反応は,再 現性 に優 れ るうえ,ハ プテ ソ/BSA
の結合比 も混合酸無 水物法 とほぼ同 じ結果 が得 られ,本 法の有用性 が実証 された。また,本 法は
反応モル比の小 さい場合 も結合比を制御す る ことができるため,酵 素免疫測定法におけ る酵素一
ハ プテソ結合体の調製 に適 してい る。事実,Hosodaらはテス トステ ロソ7b'28〕並 び に6β 一 ヒ
ドロキシコルチゾール29}の酵素免疫測定法 に本法 を適用 し,良 好 な成績 を得 てい る。
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以上 の結果,ス テ ロイ ドカル ボ ソ酸のN-succinimidylesterは比 較 的容易 に調製 できる う
え,中 性 に近 い条件で たん 白のア ミノ基 と容易 に縮 合す ることか ら,化 学的 に不安定 な構造 をも
つ ステロイ ドハ プテ ソのBSA結 合体 調製 に適用可能 な ことが判 明した。
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第3章 テ ス トス テ ロ ンの ラ ジオ イ ム ノァ ッセ ィea)
第1節 序
テス トステ ロソは代表 的なア ソ ドロゲ ソで あ り,そ の消長は男性 においては性腺の,ま た女性
では副腎の機能 を知 る うえに重要な一つの指 標 とされ る。従来,そ の測定には性 ステロイ ド結合
グロブ リソを用 いるcompetitiveprotein-bindingassay等が行われて きたが,感 度,特 異
性共に必 ず しも十分 とは いい難い。
ラジオイム ノア ッセイは抗原抗体反応 をその原理 と し,特 異性に優れ る抗血清を用いることに
よ り生体試料中の微量成分 を簡便に測定 し得 る方法で ある。 テス トステロソについては,Furuyama
ら3。}の報告以来,よ り特異性の高い抗血清 の調製 を 目的 としてC-131},C-332),C-633),
C-734),C-1132c・35},C-1536},C-1732c・37)並びにC-19381をキ ャ リア ーた ん 白 と の結
合部位 とす るハ プテ ソが開発 され,そ れ らを用いて得 た抗血清の特異性が検討 されている。
これ ら抗血清 と 〔C-4〕ハプテ ソを用いて得 られ る抗血清の特異性 を比較 するため,テ ス トス
テロソのラジオイム ノア ッセイを企てた。第1章 で合成 したテス トステ ロソ 〔C-4〕ハプテソの
うち,4-hemisuccinoyloxytestosteτone(7)並びに4-hemiglutaroyloxytestosterone
(9)を 用いて抗血清 を調製 し,そ の特異性を検討す ることと した。
第2節 テ ス トステ ロ ンの ラ ジオイ ム ノア ッセ イ
テ ス トステ ロソ 〔C-4〕ハプテソに対 して得 られ る抗血清 の特異性 を,す でに報告 されて い る
抗血清のそれと比較検討す るため には,ハ プテ ンー-BSA結合体調製の条件 を一定にす るのが望
ま しく,こ こで は混合酸無水物法2)を採 用 した。 すなわち,ハ プテ ソに無 水 ジオ キサ ソ中 トリ
n一ブチルア ミソの存在下,isobutylchlorocarbonateを作 用させて混合酸無水物 としたの ち
BSAと 混和 し結合体 を調製 した。BSA1モ ルあた りのハプテ ソの結合 モル数 を,UV吸 収に
基づいて求めたと ころhemisuccinate,32モル及びhemiglutarate,34モルで あった。得 られ
たハ プテ ソーBSA結 合体の生理食塩水溶液 とcompleteFreund'sadjuvantとのエマルジョン
を家兎背部皮 下に反復投与 し,約6カ 月後に抗血 清を得 た。
ラジオイム ノア ッセイは,標 識抗原に 〔1,2,6,7-3H〕-testosteroneを,また結合型
(B)及び遊離型(F)抗 原の分離にデ キス トラソ炭末 法を用い た。抗血清 の希釈 倍数は添加 した
〔3H〕-testosteroneの50%が結合す る濃 度 と した(succinate,70000倍;glutarate,
105000倍)。用量作用 曲線 は,log-logit変換に よ り21-832pgの範 囲で 良好な直線性を示
した。 また抗体とtestosteroneの親和定数(Ka)を,Scatchardの方 法39)に準 じて求め,
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succinate,2.5xIOioe/mol;glutarate,2.3x101。e/molの値 を 得 た 。
抗 血 清 の 特 異 性 は,近 縁 ス テ ロ イ ド25種 を 用 い た 交 差 反 応 性 試 験 に よ り検 討 し 、 そ の 結 果 は
Abrahamら4)の50%置 換 法 に よ り表 示 し た(Table3)。 抗succinate,glutarate抗血 清
の 交 差 反 応 性 は,そ れ ぞ れ5α 一dihydrotestosteτone64,62,5β一dihydrotestosteroneウ
9・8,8・0,5-androstene-3β,17β一diol1.9,0,49,dehydroepiandrosteroneO.038,
0.062と両 者 ほ と ん ど 差 が な く,ほ ぼ 同 程 度 の 特 異 性 を 有 す る こ と が 判 明 し た 。
Table3・PerCentCross-ReactionofAnti8eraraisedagainst
Testosterone-4-・BSAConjugateswit二hSeleetedSteroids
Steroid ZCross-reactiv=Lty(50毘)a)4-HS 4-HG
Te8仁08terone
5α一Dihydrotesto8terone
5β一Dthydro仁e3to3terone
5α一Androstane-3β,17β一dio1
5α一Androstane-3α,ユ7β一diol
5β一Androstane-3β,17β一dtol
5β一Androstane-3α,17β6diol
5-Androstene-3β,17β一dioユ
4-Androstene--3β,ユ7β一d工ol
4-Androstene・-3α,17β一dioユ
A=idrostenedione
Epitestosterone
Dehydroepiandrosterone
Andro8terone.
3β一Hydroxy-5Ct・-androstan一ユ7-one
Andro8tanedi、one
19-Nortestoste:【one
E8tradiol
Estrone
Estriol
Proge8terone
5α一Pregnane-3,20-dione
Deoxycortieosterone
Corti801
Corti80ne
Chole8tero1
100
64
9.8
4.5
7.8
1.3
1.3
1.9
工3
3.8
工.0
0.093
0.038
1.i
1.4
5.9
13
0.Ql7
0.001
く0.QQl
O.038
0.055
0.013
く0.001
〈0.001
<0.001
100
62
8.0
2.6
5.1
0.95
1.3
0.49
8.1
3.L2
2.6
0.16
0.062
0.17
0.27
1.3
6.3
0.OO3
0.001
く0.001
0.002
0.OO8
0.003
く0.001
く0.001
く0.001
a)Abbreviationsforantlsera;4-HS耳anti-4-h.emisuccinoyloxy亡estosterone-
BSA,4・-HG冨anti-4-he皿iglutaroyloxytestos亡erone-BSA.
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テス トステ ロソ 〔C-4〕ハプテソを用いて得 た抗血清 の交差反応 性は,succinate,91utarate
両者 ほぼ同程度で あ り,い ずれ もブ リッジと して適切で あるといえ る。4位 並 びにその近傍の3
位,6位 及び7位 にブ リッジをもつハプテ ソよ り得 た 抗 血 清 の 特異 性 を 比較 の ため 一 括 して
Table4に示 した。対象 としたステ ロイ ドはテス トステロ ソとA環 のみ が異な る7種 で ある。 こ
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の結果は,抗 〔C-4〕ハプテソ抗血清の特異性が他に比べて遜色ないことを示 しており,さらに
4位が生体内で水酸化を受けないことを考え合せると,〔C-4〕ハプテソは他よりも優れている
と結論される。
Table4.PerCenLCross-ReactionofAntiseraraisedagainstVarious
Testos[erone-BSAConjugatesviしhSelec[edSヒeroids
Sしeroid
ZCτoss-reactlviヒ(50%)
4-HS 4-HG
a)3-CMO b)3-(MO c)6a-CU
c)6β一CH d)7a-CMrrE
Testosterone
5α一Andros仁ane-3α,1フβ一dio1
5α一Androstane-3β,17β一dtol
5β一Andros亡ane-3c巳,17β一dtol
5β一Androstane-3β,17β一dto1
5-Androstene-3β,17β一dio1
5α一Dihydrotestosterone
5β一Dihydrot已stosterone
?
?
「
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
100
26
6
2
1.3
7フ
100
2.8
1.21
27
22
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
100
17
7
42
5
a)Refer已nce32b;b)reference32c;c)reference33b;d)reference34.
Abbreviationsforantisera=3-(MO冒an亡 ⊥-testos仁erone3-(0-carboxyτneヒhy1)oxime-BSA,
6α一CM讐anヒi-6α 一carboxymethyltestosterone-BSA,6β 一C}1=anti-6β 一carboxyuethyltestosterone-BSA,
7α一(:MTE富anti-7α 一carboxymethylthiotesto3tero皿e-BSA.Oヒherabbrevtaしionsarethesamea£
Table3.
抗 テス トステ ロソ抗血清 としては,Raoら36a)及びHosodaら36b}がそれぞれ15β,15α位に
ブリッジを導入 したハプテソを用い,さ らに特異性に優れた もの(特に5α一dihydrotestosteτone
に対 し)を 得てい る。 しか し,こ れ はtcbridgeheterology"Vこよる酵素免疫 測定法への応用
が困難 と思 われ る。 また 〔C-15〕ハプテ ソの合成法は17β位 に側鎖 を もつC21の 」L3一 ケ ト
ステ ロイ ドなどには適用 し難 く,側 鎖構造 の認識 の低下 も考 え られ る。 そ こで,〔C-4〕 ハ プテ
ソのC21ステ ロイ ドへ の応用 を第4章 において検討す ることと した。
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第4章 コル チ ゾ ー ル の ラ ジ オ イ ム ノ ァ ッセ イ40)
第1節 序
コル チゾール は重要 な副腎皮質 ホルモ ソで あ り,そ の消長は下垂 体一副腎 系機 能を鋭敏 に反映
す る。従来 コルチ ゾール の定量には,ジ ヒドロキシアセ トソ側鎖に基 づ く比色 法(Porter-Silber
反応)41),11β位水 酸基 に基 づ く硫酸 けい光法42}並びにcorticosteroid-bindingglobulinセこ
よ るcompetitiveprotein-bindingassay43}などが用い られて きた。 しか し,こ れ らはいず
れ も特異性に乏 しく,生 体内に共存す る近縁化合物に よ り妨害を受 けるため分析結果の信頼性 に
問題があ り,ま た感度 も十分 とはいい難い。近年,特 異性,感 度に優れ る測定法 として ラジオイ
ムノア ッセイ及 び酵素免疫測定法が開発 され,普 及す るにおよんで いる。
コルチゾ・一ルの ラジオ イム ノア ッセ イは,1972年cortisol21-O-hemisuccinateをハ プ
テ ソに用いたRuderら44),Abrahamら45)の報告 に始 まる。以来Fahmyら46},Dashら47〕も同
様 に固有の官能基 を利用 したハ プテソと してcortisol3-(0-carboxymethyl)oximeを,ま
たTsujiらca),Soneら49}はステ ロイ ド核に新たに水酸基を導入 し,選 択 的 にhemisuccinoyl
化 した6α 一 及び6β 一hydroxycortiso16-0-hemisuccinateを,さらにKojimaら50)も同
じ6位 に着 目しチオエーテル化 した6β 一carboxymethylthiocortisolを報告 してい る。 しか
し,こ れ らはいず れ も固有 の官能基 もしくは生体 内で水酸化 を受け る位置にブ リッジを導入 して
いるため,ハ プテ ソとして必ず しも適切 とはいい難い。
第3章 において,テ ス トステロソの4位 を介 しBSAと 結合 させ た免疫原 を用 いて得た抗血 清
が,3位,6位 並びに7位 を結合部位 と して調製 した抗血清と比較 し,特 異性に おいて遜色ない
ことを明 らかに した。 また この4位 に おいて は ブ リッジを種々工夫で きるため,〔C-4〕 ハ プテ
ソを用い る酵素免疫測定法で ㌔ridgeheterologous"系に よる高感度化が期 待で きる。
以上の ような観点 よ り,コ ルチ ゾール について も 〔C-4〕ハ プテ ソを用いて抗血清 を得,そ の
特異性 を ラジオ イムノア ッセイによ り検討す ることを企て た。 ハプテ ソと しては,第1章 で合成
した4-hemisuccinoyloxycortisol(20),4-carboxymethylthiocortisol(22),4-(2-
carboxyethylthio)cortisol(24)及び4- -hemisuccinoyloxyethylthio)cortisol(27)
を用い る ことと した。
第2節 コ ルチ ゾ ール の ラ ジオ イ ム ノ ア ッセ イ
まず第1章 で得 られ たハ プテソ(20,22,24,27)及び第2章 で合成 した28についてBSAと
の結合体を調製 した。すな わち,22,24,27及び28には前述の活性 エステル法 を,ま た20には混
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合酸 無水物法2}を用いた。 これ らハ プテソとBSAと の結合 モル比はUV法 によ り求め,19-33
の値 を得た。 ここで得 たハプテ ソーBSA結 合体及 び第2章 で調製 した21-O-hemisuccinoyl-
cortisol-BSA結合 体(結 合 モル比27)の生理食塩水溶液と,completeFreund'sadjuvant
とのエマルジョソを 隔週 毎にそれぞれ家兎2羽 の背部皮下 に投与 し,約6カ 月後に抗血清を得 た。
ラジオイムノア ッセイは,標 識抗 原に 〔1,2,6,7-3H〕-cortisolを,B/F分離にはデキ
ス トラソ炭末法を用いた。抗血清の希釈 は,添 加 した 〔3H〕-cortisolの50%が結合す る濃 度
と し,最 終希釈度をTable5に 示 した。 用量作用 曲線 は,log-10git変換によ り20-1000pg
の範 囲で 良好な直線性が見 られた。 また,抗 体 とcortisolとの親和定数(Ka)を,Scatchard
の 方法39[で求め たと ころ,い ずれ も109オーダーの高い値を示 した(Table5)。
Table5.AffinltyCon8tantandTiterofAntiseraraisedagainst
Corヒエ301-4-BSAConjugate8
a)A
nti8eru皿
Final
diluしion
Ka
-1-9
MxlO
4-HS-1
4-HS-2
4-C}1T-1
4-CMr-2
4-CET-1
4-CET-2
4-HST-1
4-HST-2
?
?
?
?
?
?
?
?
3500
3500
ユ4000
70000
7000
14000
7000
i4000
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
a)Abbreviaヒion8forantisera;4-HS置ant1-4-hemisucclnoyloxycortisol-BSA,
4-CMT冨anti-4・-carboxymethylthiocorttso1-BSA,4-CET=anti-4-(2-carboxy-
ethy工しhio)cortisol-BSA,4-HST雷anti-4-(2-he皿isuccinoy】 ・oxyethylthio)-
cortisol-BSA.
抗血清 の特 異性 は,交 差反応性試験,血 漿並 びに尿試料 の測定 によ り検討 した。交差反応性試
験は近縁ステ ロイ ド15種を用いて行い,そ の結果をAbrahamらの方 法4)に 準 じて 表示 した
(Table6)。4-CMT-2,4-HST-2を 除 く抗血 清6種 は,い ずれ も特異的で11-deoxy-
cortisol7.8-25,cortisoneO.2-19,corticosterone1・6-19,21-deoxycortisol
3.3-29とほぼ満足で きる値を示 した。
血漿 は,塩 化 メチ レソ抽出,エ タノール除 たん白及 び加熱の3方 法に よ り,ま た尿は直接希釈
またはエーテル,酢 酸 エチル,塩 化メチ レンを用い る抽出によ り処理 し,ラ ジオイムノア ッセイ
の試料 とした(Table7,8)。この際,従 来か ら用い られてい る抗cortisol3-(0-carboxy-
methyDoxime抗血清 並びに抗21-O-hemisuccinoylcortisol抗血清 を調製 し,対 照 と した。
なお,こ れ らの前 処理操作におけ る回収率は添加 した 〔3H〕-cortisolより求 め,測 定 値 を補
正 した。 コルチ ゾールの場合,血 漿試料に比べ尿試料は來雑物 の影響が大き く,検 討 に用いた抗
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Table6・PerCenしCro3s-ReacしionofAntiseraraisedagainstCortisol-4-BSAConjugates
wlthSelectedSterids
累Cross-reactivtヒy(50コζ)
Sterotd a4-HS-14-HS-2 4-CMT-i4-CHT-24-CET一ユ 4-CET-24-HST-14-HST-2
CortiSol
11-DeOxyc。rtlsol
Certtcos亡erone
21-Deoxyoorし1sol
Cortisone
17α一Hydroxyprogesしerone
ll-DeOxyco【仁1cosしerone
Pτoge3teτon已
6β一HydrOxycortisol
Tetrahyd=OcorしisOl
TetrahydrOcerヒiSOne
Tetrahydro-11-deexycort⊥sel
5α畳DihydτO¢0=しigO1
5β一Dihydroco=ttsol
20α一Dihyd=ocortiso1
20β一Dihydrocorttso1
??
ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
ー
?
ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
工OO
18
1.6
4.0
9.4
0.9
く0。001
く0.OOI
6.4
〈O.OO1
く0.OOI
〈O.OOI
53
13
くO.OOI
くO.001
ユ00
33
2.1
1.6
工30
0.3
0.4
く0.001
5。4
く0.OO1
く0.OO1
くO.OOl
56
8.5
〈0.OOl
く0.OO1
100
25
11
29
0.2
7.5
3.2
0.4
0.7
く0.001
<0.OOI
くO.OO1
29
8,4
0.1
0.5
100
8.z
1.9
23
3.6
1.4
0.2
<0.OOl
O.6
く0.OO工
くO.OO1
<0.OO1
46
7.5
く0.001
くO.OO1
100
工8
6.S
,.ヨ
3.2
0.5
1.3
く0.001
2.z
くO.OO1
く0.001
<O.OO1
38
6.8
くO.OOl
く0.001
100
49
1.2
1.9
880
6.3
6.9
く0.00ユ
40
くO.OOI
く0.OO1
く0.OOI
320
64
1.7
〈O.001
a)Abbreviationsfo=anti8eτaarethe8amea8Table5.
〔C-4〕ハ プテ ソ抗血 清(6種)並 びに抗 〔C-3〕ハ プテソ抗血 清,抗 〔C-21〕ハプテ ソ抗血
清 の うち4-CET-1及 び4-CET-2に おいてのみ低い値 が得 られ た。
Tabユe7・PlasmacortlsolLevelsobtainedbyRadtoimmunoassayuslngvariousAnt±sera(ug/dl)
a)A
n仁iLseru皿
Sa皿ple
4-CET-24-CET-14-HS--14-HS-24-(anr-14-HST-13-CMO-IL3轡CHO-22工一・HS一ユ2工 一HS-2
PlasmaI
b)E
xtracted
c)D
eprotetnized
d)H
eaしed
Plasmal二1
Ext=raeted
Dep=otei匝ized
4.6
4.9
4.6
9.6
10.ユ
9,4
5.3
5.8
4.9
Heaしed
10.8
11.0
9。8
4.9
7.3
6.6
12.5
12.3
9.6
6.7
8.5
7.9
11.5
15.2
14.8
6.4
5.8
5.6
13.9
9.9
11.6
7.0
6.0
5.6
13,9
10.8
12.0
P】.as皿aIII
Extracted
Deproteinized
Heated
4.1
3.9
4.4
4.1
5.2
4.9
5.9
6.3
6.2
4.5
4.8
5.5
4.6
4.2
4.3
4.2
4.6
4.2
Pl己9駆墓aIV
Ext=acted
Deproteinized
Heated
9,8
io.O
9.0
9.6
11.2
9.6
1ユ.7
12.5
11.9
9.1
10.2
9,8
10.3
11.3
10.4
9.8
10.2
8.8
a}Abbrevtattonsferentl,3e=a=3-(mO冨anに ⊥-corti801}(O-・carboxymethyl}o)dme-BSA,21-HS■aロヒi-21-O-he皿⊥succi-
noylco=tlso1層BSA.Other'.abbreviationsarethesameasTable5.
b)beヒhylenechleride。o)eヒhano1.d)600Cx30皿in.
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Table8.UriaaryCortisolLevelsobヒalnedbyRadioi【血皿ロnoassayuslngVar工ousAritisera(μ9124hr)
a)A
nttseru皿
Sample
4_CET-24-HS-14-HS-24-(;)・rr-14-HST-221-HS-24-CET-13-CMO-13-CHO-221-HS-1
UrineI
Diethylether
Ethylaeetaしe
Methylenechlor=【de
Direcヒ
Urine工I
Dtethyユether
Ethylacetate
Methylenechloτ⊥de
I)irecヒ
uτ1ne工II
Diethyleヒher
Eヒhylaeetate
Methylenechleride
Dtreet
Urine工V
Diethylethe=
Ethylacetaしe
Methylenedhlo=ide
Direct
?
?
?
ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
「
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
「
?
?
?
?
??
?」?
148
230
197
444
ユ40
176
157
360
138
164
200
450
117
165
143
482
180
292
262
424
1フ3
255
210
372
157
ユ90
204
ヨ20
171
195
195
306
工24
140
147
280
ユ06
139
140
216
67
100
76
244
62
94
68
228
169
200
182
402
142
205
152
408
113
130
120
264
103
130
99
252
107
127
106
280
91
126
101
216
a)Abbreviationsfora匝ttser己arethesameasTable5andTable7.
第3節 考 察
コルチゾール 〔C-4〕ハプテソに よ り得 られた抗血清 は,い ずれ も用い たア ッセイ系において
良好な感度の検量線 を与 えた。抗血清 は,近 縁 ステ ロイ ドを用い る交差反応性 の検討結果か らみ
て,4-CET-2,4-HST-2を 除 き高い特異性を示 した。 す なわち,11-deoxycortisol
及びcortisoneの値か ら11β水酸基 をよく識別 し,またcorticosterone,21-deoxycortisol
の値か ら側鎖構 造の認識 に も優 れている ことが判明 した。 ま た,4位 に ブ リッジ を有 しな が ら
A4-3一ケ ト=構造の識 別 も5a-dihydrocortisolで若干劣 るものの,ほ ぼ満 足 し得 るもので あ
った。 なかで も4-HS-2,4-CET-2が 全般的 に優れ,Table9に あげた ものの うち最
も特異性の高 い抗3-(O-carboxymethyl)oxime抗血 清 に 比 べ て 遜 色 な か った。 しか も
〔C-4〕ハ プテ ンは,酵 素免疫測定法において ㌔ridgeheterology"が適 用で き有 利 で あ
る。
しか しなが ら,限 られた種 類の化合物 を用い る交差反応性試験 の結果 と,実 際試料を用いて吟
味 した抗血清の特異性 とは必 ず しも一致 しな い ことが指摘 されてい る51〕。そ こで,ヒ ト血漿並び
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Table9・PerCentCross-ReactionofAnt二iseraraisedagainsl二Various
Cortisol-BSAConjugaしeswithSelectedSヒeroids
Steroid
ZCross-reactivit(50Z)
4-HS-2・4.CET.23.CM。a)3.Cu。b,6。-HS・)6β.HS・)2、.HS・)
Cor[isol
l1-Deoxycortisol
Corticosterone
21-Deoxycortisol
Cortisone
6β一Hydroxyeorヒiso1
17a-Hydroxyprogesterone
100
7.8
18
5。0
0.4
0.8
0.3
100
8.2
1.9
23
3.6
0.6
1.4
100
58
23.4
58
54
工.4
25
100
3,8
12.5
3.7
6.6
0.05
0.06
100
26
11.6
70
1.1
7.O
lO
100
20.86
7.83
18.04
23.78
5.96
100
68
27.8
88
65
0.2
34
a)Reference48b;b)reference47;c)reference49b.
Abbreviationsforantisera=6α一HS置a血 仁i-6α一hemisuccinoyloxycortisol-BSA,
6β一HS-aロ しi-6β一he皿isuccinoyloxycottisol-BSA.Otherabbreviaヒioτ1sarethe
sameasTable5andTable7.
に尿を種々の方法で前処理 し,これ ら試料のコルチゾール値の比較か ら抗血清の特異性を吟味し
た。前処理法の違いによって混入する妨害物質が異なって くるため,特 異性の低い抗血清では値
が大きく,各処理間の値の変動も大となる。一方,特 異性に優れる場合はこの変動が小さく,か
つ値も小さい。
まず血漿試料の測定値か ら抗血清を評価すると,4-CET-2が 最 も特異性に優れると言え
る。ついで同じハプテソを用いて得た4-CET-1,また3-CMO-2,21-HS-1,2が良好
な成績を示 した。血漿の場合,これ ら5種の抗血清を用いるとき,前処理として最も簡便な加熱
処理で十分測定可能なことが明らかとなった。
しか し,コルチゾールは,そ の代謝様式並びに含有量などのため一般に血中よりも尿中測定の
方が來雑物の影響を受け易 く,一層 高い特異性が要求される。尿試料の場合,直 接法はいずれの
抗血清でも溶媒抽出法よ り数倍大きな値を示 し,これらの適用は不可能であった。溶媒抽出法で
は,4-CET-1,2が優れた特異性を示 し,血漿の場合よりさらに使用可能な抗血清が限定 され
た。この2種 の抗血清を用いて健常男子の尿中コルチゾールを測定 し,TablelOに示す結果を
TablelO・UrinaryCortisolExcreヒioninHealthyM血1eVolunteers
(喜」g!24hr)
A。ti。erum・) Mean士SD(n)
4-CET-2
4-CET一ユ
94・2=士13.1(18)
92曹4士13.3(7)
a)AbbreviationsforantiseraarethesameasTable5.
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得 た。
この成績 は,Odagiri52}がさきに報告 した値(99.3±34・9Psg/24hr)にほぼ一致する。 これ
ら抗4-(2-carboxyethylthio)cortisol(24)抗血清 は高い特異性 を示 し,尿 中 コル チゾー
ルの測定 において クロマ トグラフィー等の精製 を省略 し得 ることが判明 した。
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結 論
♂-3一 ケ トステ ロイ ドは生体内で重要 な生理作 用を示す もの が多い。著者は ,こ れ らステロ
イ ドに共通す る4位 のtrigonalcarbonをブ リッジの導入部位 とした 〔C-4〕ハ プテ ソを開発
し,そ れ らを用いて得た抗血清の特異性 を検討 した。 モデル化合 物と してClgステ ロイ ドのテス
トステ ロソ及びC2エス テロイ ドの コル チゾール をと りあげた。
〔C-4〕ハ プテソの合成には,4,5-epoxideの酸並びにチオールによ る環 開裂反応 を利用 し
テス トステロソ,コ ルチ ゾールについてそれぞれ4種 を調製 した。 と くに4一 チオエーテル体は
比較的簡便 に,か つ収 率よ く得 ることがで きた。
また,ハ プテ ソとキ ャ リアーた ん白の結合法 と して,N一 ヒ ドロキシ コハ ク酸 イ ミ ドを用い る
活性 エステル法 を検討 した。本法は,50-80%の収 率で 活性 エステル が得 られ る うえ,BSAの
ア ミノ基との反応性 は在来 の混合酸無水物法 に匹敵 し,か つ結合量の制御 も可能で あ り,酵 素免
疫測定法に好適 な手法で あることが明 らかとな った。
今回得 られた抗 〔C-4〕ハ プテソ抗血清 の うち,テ ス トステロンでは交差反応性の検討 か ら,
近傍の3位,6位 及 び7位 に ブ リッジを導入 したハ プテ ソを用いて得た抗血清 とほぼ同程 度の特
異性を有す ることが,一 方 コルチ ゾールに ついては交差反応性試験 並びに生 体試料 の測定結果か
ら,特 異性に優れ ることが判明 した。
最近Hosodaら7b・28)は,テス トステロソ 〔C-4〕ハ プテソを用い活性 エステル法を駆使 して高
感度酵素免疫 測定 法の開発に成功 してい る。 さらに,コ ルチ ゾール 〔C-4〕ハプテ ソを用いて酵
素免疫測定法におけ る"bridgeheterology"の感 度 に 及 ぼ す影 響 を系 統 的 に考 察 し53},
〔C-4〕ハプテ ンが優れ たア ッセ イ系を組み立て る うえに有用なことを実証 した。
が 一3一ケ トステ ロイ ドの 〔C-4〕ハプテ ソは ,特 異性 の高い抗体の産生に有利で あ り,ま た
〔1251〕を標識 に用い るラジオイム ノア ッセイ並 びに酵素免疫測定法の開発に も有用 で あ ると考
え られ る。
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実 験 の
??
?
融点は柳本微量融点測定装置を使用 し,未 補 正。旋光度は特記 しな いか ぎ りCHCl3溶液で 日
本分光ModelDIP-SLautomaticpolarimeterを,UV吸収 スペ ク トルは 日立Model124
spectrophotometerを用いて測定 した。NMRス ペ ク トルは(CH3)4Siを内部標準物質 とし,日
本電子ModelSP-100spectrometerを用 いて測定 した。 また略 号 と してs=singlet,dニ
doublet,t=triplet,m=multipLetを用 いた 。
第1章 第2節 付 属 実 験
Testosterone(1)のア ル カ リ性H202に よ る 酸 化
1(2g)のMeOH(20皿 の 溶 液 に10%NaOH(3.64me),30%H202(1.84m!)を 加 え 氷 冷
下4hr撹 拝 。AcOHで 中 和 し,水 を 加 えMeOHを 濃 縮 後AcOEtで 抽 出 。=有 機 層 を 水 洗 し無 水
Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し2(1.8g)を 無 色 無 晶 形 と して 得 。
4--Hydroxytestosterone(3)
2(1.6g)のMeOH(32m6)溶 液 に50%H,SO4(7.Sme)を 加 え 室 温 に て12hr放 置 。50%
NaOHで 中 和 し,水 を 加 えMeOHを 濃 縮 後AcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHCO3,水 で 洗 い無
水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 後 得 られ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ソ ーAcOEt(211)で 溶 出 した 画 分 を ア セ トソよ り再 結 晶 し ,3(960皿g)
を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp216-219。(文 献 値mp222-223。)9"】.〔a〕 占s+74.2。(c=0.14).
NMR(CDCt,)δ:O.79(3H,s,18-CH,),1.20(3H,s,19-CH,),3.69(1H,t,
J=8Hz,17α 一H).Anal.Calcd,ClgHzaO3:C,74.96;H,9.27.Found=C,74.78;H,
9.20.
4-HydroxytestosteroneBis(tert-butyldjmethylsilyl)Ether(4)
3(910mg)のDMF(2.6皿 ぞ)一 ピ リ ジ ン(1.3me)溶 液 に イ ミ ダ ゾ ー ル(4.8g),tert--but-
yldimethylsilylchloride(2.4g)を加 え 室 温 に て12hr撹 絆 。 工 丁 テル で 希 釈 後 水 洗 し,無 水
Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 後 得 ら れ る生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ
ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ソ ーAcOEt(30:1)で 溶 出 し た 画 分 をMeOH一 工 一 テ ル よ り再 結 晶 し ,
4(830㎎)を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp113-114ρ 〔a〕bs+54.1。(c=0,15).NMR(CDCI,)
δ:0(6H,s,17-・ ・OSi(CH3)2),0.12及び0.18(各3H,s,4-OSi(CH3)2),O.75(3H,
s,18-CH3),0,89(9H,s,17-OSi-t-Bu),0.95(9H,s,4-OSi-t--Bu),1.20(3H,
s,19-CH3),3.15(IH,m,6a-H),3.58(1H,t,J=8Hz,17a-H).Anal.Calcd.
C3iH5603Si2:C,69.87;H,10.59.Found:C,69.64;H,10.85.
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4-Hydroxytestosterone17-tert-ButyldimethylsilylEther(5)
4(800皿g)の ジ オ キ サ ン(5皿 の 一MeOH(5mの 溶 液 に5%KOH(1m4)を 加 え,N2ガ ス
気 流 中 室 温 に て 一 夜 撹 絆 。AcOHで 中 和 後AcOEtで 希 釈 し,水 洗 後 無 水Na,SO,で 乾 燥 。 溶 媒
を 留 去 後 得 られ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ソ
ーAcOEt(5:1)で 溶 出 した 画 分 をMeOH .より再 結 晶 し,5(530mg)を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。
mp164-1659〔 α 〕b6十67.0。(c=0.18).NMR(CDC13)δ:0.01(6H,s,17-OSi(CH3)2)
0.75(3H,s,18-CH,),O.88(9H,s,17-OSi-t-Bu),1.18(3H,s,19-CH3) ,3.50
(1H,t,J=8Hz,17ct-H)。AnaLCalcd.C2sH4203Si;C,71.72;H,10.11.Found=C,
71.64;H,10.19.
4--Hemisuccinoyloxytestosterone17--tert-ButyldimethytsilylEther(6)
5(200㎎)の ピ リ ジ ソ(2mぞ)溶 液 に 無 水 コハ ク酸(400皿g)を 加 え24hr還 流 。 ピ リ ジ ン を
濃 縮 後 工 一 テ ル で 希 釈 し,析 出 物 を 濾 去 。 有 機 層 を 水 洗 し無 水Na,SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 後 得
ら れ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。n一 ヘ キサ ソ ーAcOEt-
AcOH(50:100=O.15)で 溶 出 し,6(220皿g)を 無 色 油 状 物 と して 得 。NMR(CDC1,)δ:0
(6H,s,17-OSi(CH3)2),0.74(3H,s,18-CH3),0.88(9H,s,17-OSi-t-Bu) ,
1.25(3H,s,19--CH,),2.72-2.95(4H,m,-COCH2CH2CO-) ,3.58(1H,t,J=8Hz,
17a-H).
4-Hemisuccinoyloxytestosterone(7)
6(60㎎)の ア セ トソ(6me)溶 液 にconc.HCI(0.3m4)を 加 え ,室 温 に て1hr掩 搾 。AcOEt
で 希 釈 後 水 洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 後 得 ら れ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム
ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。AcOEt-AcOH(100:1)で 溶 出 し た 画 分 を エ ーテ ル よ り再 結 晶 し ,
7(42皿g)を 無 色 粒 状 晶 と して 得 。mp163.5-164.Se.〔α 〕b7+8&4。(c=O.16) 。NMR
(CDCI,)δ=0.82(3H,s,18-CH3),1.29(3H,s,19-CH3),2.27-2.96(4H ,m,
-COCH2CH2CO-) ・3・69(1H・t,J・=8Hz,17a-H)。Anal.Calcd.C23H3206・1/4
H20:C,67.54;H,8.01.Found:C,67.47;H,7.87,
4-Hemiglutaroyloxytestosterone1フーtert-ButyldimethylsitylEther(8)
5(200皿g)及 び 無 水 グ ル タル 酸(400mg)を6の 場 合 と 同 様 に 処 理 し ,8(210mg)を 無 色 油
状 物 と し て 得 。NMR(CDC13)δ:0(6H,s,17-OSi(CH3)2),O.76(3H,s,18-CH,),
0・90(9H,s・17-OSトt-Bu) ,1.27(3H,s,19-CH,),2.52-2、72(4H,m,-COCH2
CH2C旦2CO-),3.58(1H,t,J=8Hz,17a-H) .
4--Hemiglutaroyloxytestosterone(9)
8(200皿g)を7の 場 合 と 同 様 に 処 理 し,9(160㎎)を 無 色 無 晶 形 と し て 得 。NMR(CDCI3)
δ ・0・81(3H・・,18-CH、) ,1.29(3H,・,19-CH,),2.50-2.72(4H,m,-COCH、CH2
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CH,CO-),3.70(1H,t,J==8Hz,17α 一H)。
4-Carboxymethylthiotestosterone(10)
2(500㎎)のEtOH(7m4)溶 液 に メ ル カ プ ト酢 酸(300mg),60%KOH(0.22mの を 加 え,
N2ガ ス気 流 中 室 温 に て2hr掩 携 水 を 加 えAcOEtで 抽 出 後,水 層 を1NHCIで 酸 性 と な し,析
出 した 結 晶 を 濾 取 し乾 燥 。 得 ら れ た 粗 結 晶 を 含 水MeOHよ り再 結 晶 し,10(460mg)を無 色 板 状 晶
と して 得 。mp201-202『 〔a〕響+113.3。(c=0.36,MeOH).NMR(CDCI,-CD30D(4:1))
δ:0.82(3H,s,18-CH3),1.25(3H,s,19-CH3),3.27(2H,s,-SCH,CO-),3.40
-3 .80(2H,6α 一H及 び17a-H),Anal.Calcd.C21H3004S=C,66.63;H,7.99。Found:
C,66.55;H,8.03.
4-(2-Carboxyethylthio)testosterone(11)
2を β 一 メ ル カ プ トプ ロ ピ オ ソ酸 に よ り10の場 合 と 同 様 に 処 理 。 得 ら れ た 粗 結 晶 を 含 水MeOH
よ り再 結 晶 し,11を 無 水 板 状 晶 と し て 得 。mp156-159。/179-181。.〔 α〕Be+119.2。(c=
0.39,MeOH).NMR(CDCI3)δ:0.80(3H,s,18-CH3),1.25(3H,s,19-CH3),2.40
-3.10(4H,-SCH2CH2CO-),3.50-4.00(2H,6a-H及 び17α 一H).AnaLCalcd.
C22H3204S・1/2H20:C,65.80;H,8.28.Found:C,65.66;H,8・15.
第1章 第3節 付 属 実 験
Cortisol21-TetrahydropyranylEther(13)
Cortisol(12)(3g)の塩 化 メ チ レ ソ(90皿4)懸 濁 液 に2,3一 ジ ヒ ド ロ ピ ラ ソ(3me),
pyridiniump-toluenesulfonate(300皿g)を加 え 室 温 に て5hr掩 拝 。反 応 液 を エ 一ーテ ル で 希 釈
後 水 洗 し 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し得 ら れ る 生 成 物 を ア セ ト ン ーn一 ヘ キ サ ソ よ り再 結
晶 し,13(3.14g)を無 色 板 状 晶 と して 得 。mp180-18帆 〔α 〕言5+119.6。(c=1.65).Anal.
Calcd.C26H3806=C,69.93;H,8.58.Found:c,69.85;H.8.69.
4.5-Eipoxycortisol21-TetrahydropyranylEther(14)
13(2g)のMeOH.(50皿e)溶 液 に30%H,O,(6皿f),10%NaOH(4.Sm4)を 加 え 氷 冷 下2hr
掩 搾 。AcOHで 中 和 し,水 を 加 え てMeOHを 濃 縮 後AcOEtで 抽 出 。有 機 層 を 水 洗 し無 水Na2SO4
で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し得 ら れ る生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。
n一 ヘ キ サ ソ ーAcOEt(1:1)で 溶 出 し,14(1.55g)を α 一 お よ び β一epoxide(1:2)の 混
合 物 と して 得 。 無 色 無 晶 形 。
4-Hydroxycortisol4.21-Bis(tert-butytdimethylsilyl)Ether(15)
14(1.7g)のMeOH(60mf)溶 液 に50%H2SO4(6皿!)を 加 え 室 温 に て8hr掩 絆 。5{〕%NaOH
で 中 和 し,水 を加 え てMeOHを 濃 縮 後AcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。溶 媒
を 留 去 し得 ら れ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ソ
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一AcOEt(1:4)溶 出 画 分 のDMF(1mf)一 ピ リ ジ ソ(O .5皿の 溶 液 に,tert-butyldimethyl-
silylchloride(500㎎),イミ ダ ゾ ー ル(lg)を 加 え 室 温 に て 一 夜 撹 拝 。AcOEtで 希 釈 後 水
洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し,得 られ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ン ーAcOEt(5:1)で 溶 出 した 画 分 を エ ー テ ル ーn一 ヘ キ サ ン
よ り再 結 晶 し,15(500㎎)を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp144-145。.〔 α 〕否+110.0。(c=
0.21)。NMR(CDCI3)δ:0.12(6H,s,21-OSi(CH3)2),0」1及 び0.19(各3H,s,4-
OSi(CH3)2),0.96(21H,s,18-CH3,4一 及 び21-OSi-t-Bu),L44(3H,s,19-CH3),
3.10(1H,m,6α 一H),4.42(1H,m,11ct-H),4.42及び4.56(各1H,d,J・18Hz,21-
H).Anal.Calcd.C33HsBO6Si2・3/4H20:C,63.88;H,9.67.Found:C,63.86;H,
9.65.
4--Hydroxycortjsol(16)
15(450㎎)のMeOH(1Sm4)溶 液 に5NH,SO,(1.5mの を 加 え 室 温 に て1hr撹 搾 。
AcOEtで 希 釈 後5%NaHCO,,水 で 洗 い 無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し得 ら れ る 生 成 物 を
ア セ トソ ーn一 ヘ キ サ ソ よ り再 結 晶 し,16(280㎎)を 無 色 柱 状 晶 と し て 得 。mp208-211。
(文 献 値mp205-208。)10b}。〔α 〕言s+149.0。(c=O.18).Ana1.Calcd.C21H3。06・1/4
H20:C,65.86;H,8.03.Found:C,66.01;H,7.89.
4-Hydroxycortisol21・一・tert-ButyldimethylsilylEther(17)
16(280皿g)のDMF(O.6mぞ)一 ピ リ ジ ソ(0.3m乏)溶 液 にtert-butyldimethylsilylchlo-
ride(200mg),イミダ ゾ ー ル(400rng)を加 え 室 温 に て1hr掩 絆 。エ ー テル で 希 釈 後 水 洗 し,無
水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し得 ら れ る 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ
ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ソ ーAcOEt(4:3)で 溶 出 した 画 分 を ア セ トソ ーn一 ヘ キ サ ソ よ り再 結
晶 し,17(295皿g)を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp92-95『 〔a〕智+77.20(c=O.19).NMR
(CDCI3)δ:0.12(6H,s,21-OSi(CH,)2),0.94(9H,s,21-OSi-t-Bu),O.96(3H,
s,18-CH,),1.45(3H,s,19-CH3),3.03(1H,m,6a-H),4.43及 び4.58(各1H,
d,J=18Hz,21-H),4.45(1H,m,11ct-H).AnaLCalcd.C.H唄O,Si・3/4H201,
64.06;H,9、06.Found:C,64.12;H,9.04.
4-Hydroxycortisol4-tert-ButyldimethylsilylEther(18)
15(55mg)のMeOH(4皿e)溶 液 に50%AcOH(1皿4)を 加 え 室 温 に て5hr掩 絆 。AcOEtで
希 釈 後 水 洗 し,無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し得 ら れ る生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム
ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ソ ーAcOEt(2=3)で 溶 出 した 画 分 を ア セ ト ソ よ り再
結 晶 し,18(27㎎)を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp149。.〔 α 〕謬+112.1。(c=0.20).NMR
(CDCI3)δ=0.11及び0.18(各3H,s,4-OSi(CH3)2) ,O.96(12H,s,18-CH,及 び4-
OSi-t・-Bu),1・45(3H,s,19-CH,),3,10(1H,m,6α 一H),4.34及 び4.67(各1H,
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d,J=・18Hz,21--H),4・48(1H,m,11α 一H).AnaLCalcd.C2,H4,06Si:C,65,82;H,
9.00.Found:C,65.60;]H,8.87.
4-Hemisuccinoyloxycortisol21-tert-ButyldimethylsilylEther(19)
17(200皿9)の ピ リジ ソ(1m4)溶 液 に 無 水 コ ハ ク酸(400皿9)を 加 え80。 に10hr加 温 。 水
を 加 え ピ リ ジ ン を 留 去 後AcOEtで 抽 出 し水 洗,無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し 得 ら れ る 生
成 物 を ク ロ ロ ホ ル ム ーMeOH--AcOH(20=2=0」)を 展 開 溶 媒 に 用 い るpreparativeTLC
で 精 製 し,19(100皿g)を 無 色 無 晶形 と して 得 。NMR(CDCI3)δ:o.13(6H,s,21-OSi
(CH3)2),0.96(12H,s,18・-CH,及び21-OSi-t-Bu),1.50(3H,s,19…CH3),2.86
(4H,m,-COCH2CH,CO-),4.40(1H,m,11ct-H),4.49及 び4.65(各1H,d,J=
18Hz,21-H).
4--Hemisuccinoyloxycortisol(20)
19(200mg)のEtOH(3me)溶 液 に50%H,SO4(0.2me)を 加 え 室 温 に て5min撹 搾 。AcOEt
で 希 釈 後 水 洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し得 ら れ る生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム
ク[コマ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。AcOEt-AcOH(100:0。1)で 溶 出 し た 画 分 を ア セ ト ソ ーn一 ヘ
キ サ ソ よ り再 結 晶 し,20(33㎎)を 無 色 板 状 晶 と して 得 。mpl53-155。,〔 α 〕bs+130.0。
(c=0.28,MeOH).NMR(CD30D)δ:0.90(3H,s,18-CH3),1.53(3H,s,19-CH3),
2.78(4H,m,-CQCH2CH2CO-),4.32及 び4.64(各1H,d,J=18Hz,21-H),4.44
(1H,m,11α 一 H).Anal.Calcd.C25H3,0g:C,62.75;H,7.16.Found:C,62.61;H,
7,23。
4-Carboxymethylthiocortisot(22)
14(800mg)のEtOH(Smぞ)溶 液 に メ ル カ プ ト酢 酸(266㎎),30%KOH(O.9me)を 加 え
N2ガ ス気 流 中 室 温 に てlhr撹 搾 。 水 を 加 えAcOEtで 抽 出 後,水 層 をINHC1で 酸 性 と な し,
AcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗,無 水Na2SO4で 乾 燥 後 溶 媒 を 留 去 し21を 油 状 物 と して 得 。21を
50%AcOH(Sme)溶 液 と し,室 温 に て5hr撹 拝 。水 を 加 え 析 出 した 結 晶 を 濾 取 し乾 燥 。 得 られ
た 粗 結 晶 を 含 水 ア セ ト ソ よ り再 結 晶 し,22(355mg)を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp113--117。.
〔a〕3s十154.3。(c=o.20,EtOH).NMR(CDCI,-CD30D(4:1))δ:0.94(3H,s,
18-CH3),1.52(3H,s,19--CH3),3.37(2H,s,-SCH2CO-),3.66(1H,m,6a-H),
4.30及び4.66(各1H,d,J・=18Hz,21-H),4。47(1H,m,11α 一H).Anal.Calcd。
C2,H3207S・3/2H20:C,57.60;H,7.36.Found:C,57.78;H,7.24.
4-(2-一Carboxyethytthio)cortisol(24)
14(800皿g)をβ 一 メ ル カ プ トプ ロ ピ ナ ソ酸(300mg)を 用 い て21の 場 合 と 同 様 に 処 理 し,23
を 油 状 物 と して 得 。23を22の 場 合 と 同 様 に 処 理 後 得 られ た 粗 結 晶 を 含 水 ア セ トソ よ り再 結 晶 し,
24(450mg)を無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp177-178。.〔 α〕3s+162.7。(c=0.35,EtOH).
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NMR(CDCI,-CD,OD(4:1))δ:0.92(3H,s,18・-CH,),1.50(3H ,s,19-CH,),
2・55(2H,m,-SCH2C旦aCO-),2・92(2H,m,-SC旦2CH,CO→,3.66(IH,m ,6a-
H),4.30及 び4.65(各1H,d,J=18Hz,21-H),4.43(1H,m,11a-H).Anal .
Calcd・C24H3407S・1/2H20:C,60.61;H,7.42.Found:C,60.62;H,7.26.
4-(2-Hemisuccinoytoxyethylthio)cortisol(27)
14(1.15g)を2一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル(328mg)を 用 い て21の 場 合 と 同 様 に 処 理 。 得 ら
れ た 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。n一 ヘ キ サ ソ ーAcOEt
(1:3)で 溶 出 し,4-(2-hydroxyethylthio)costisol21-THPether(25)(830mg)
を 無 色 無 晶 形 と して 得 。25の ピ リ ジ ソ(2.5皿4)溶 液 に 無 水 コハ ク 酸(510㎎)を 加 え,35。 で 一
夜 掩 拝 。 水 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗,無 水Na2SO,で 乾 燥 後,溶 媒 を 留 去 し26を得 。
26に50%AcOH(14m4)を 加 え,室 温 に て5hr撹 絆 。AcOEtで 希 釈 後 水 洗 し無 水Na2SO,で
乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し,27(580mg)を 吸 湿 性 無 色 無 晶 形 と して 得 。NMR(CDCI,-CD,OD(4
:1))δ:0.90(3H,s,18-CH,) ,1.48(3H,s,19-CH3),2.61(4H,s,-COCH2
CH2CO-),2・87(2H,m,-SC旦zCH20-),3.64(1H,m ,6α 一H),4.10(2H,rn,
-SCH
2C旦20-),4・28及び4・60(各1H,d,J=18Hz,21-H),4.42(1H,m,11α 一H).
第2章 第2節 付 属 実 験
Materials
Cortiso121-THPether(13)は第1章 第3節 で,4-hemisuccinoyloxytestosterone(7),
4-hemiglutaroyloxytestosterone(9),4-carboxymethylthiotestosterone(10)及び4-
(2-carboxyethylthio)testosterone(11)は第1章 第2節 で 合 成 し た も の を 用 い た 。Testo・一
sterone3-(0-carboxymethyl)oxime,17'-O-hemisuccinoyltestosterone及び21-0-
hemisuccinoylcortisolはそ れ ぞ れ 既 知 の 方 法2)に 準 じ合 成 し た も の を 用 い た 。
Cortisol3-(0-Carboxymethyl)oxime(28)
Cortiso121・-THPether(13)(1.3g)のEtOH(20皿4)溶液 にcarboxymethoxylamine・
HCl(670㎎),AcONa(720mg)を 加 え 室 温 に て2hr掩 拝 。 水 を 加 えMeOHを 濃 縮 後,10%
KOHでpH14と な し,エ ー テル で 抽 出 。 水 層 を1NHCIで 酸 性 と し,AcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を
水 洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し,得 ら れ る 残 渣 に50%AcOH(6me)を 加 え,室 温 に
て5hr掩 搾 。 水 を 加 え 析 出 した 結 晶 を 濾 取 し乾 燥 。 粗 結 晶 を 含 水MeOHよ り再 結 晶 し,28(800
皿g)を 無 色 針 状 晶 と して 得 。mp217-220。(文 献 値mp226-228。)48a}
ス デ ロ イ ドカ ル ボ ン 酸N一 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル の 一 般 的 調 製 法
ス テ ロ イ ドカ ル ボ ソ 酸(1mmol)の95%ジ オ キ サ ソ(3.Smf)溶 液 にN--hydroxysuccinimi'-
de(1.4mmol),1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide・HCI(1.4mmol)
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を 加 え,室 温 に て2hr撹 絆 。 水 を 加 えAcOEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗 し無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶
液 を グ ラ ス フ ィ ル タ ー 上 のAlO3(109)に す 早 く通 導 し,濾 液 を 濃 縮 。 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル を 用
い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー ま た は 再 結 晶 に よ り精 製 し,そ れ ぞ れ 対 応 す るN-succinimidyl
ester(29-36)を50-80%の 収 率 で 得 。
Testosterone3-(0-Carboxymethyl)oximeN-SuccinimidylEster(29)
EtOHよ り再 結 晶 し,E及 びZ異 性 体(2:1)混 合 物 を 無 色 板 状 晶 と し て 得 。mp172-173.5P
〔α 〕So十108.0。(c=O.20).Anal.Calcd.C2,H34N206:C,65.48;H,7.47;N,6.11.
FoundlC,65.28;H,7.55;N,6.05.
17-0-HemisuccinoyltestosteroneN-SuccinimidylEster(30)
塩 化 メ チ レ ソ ーMeOHよ り再 結 晶 し,無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp164-165。.〔 α 〕謬o+81.3。
(c=0.40).Anal.Calcd.C,7H,5NO7:C,66.78;H,7.27;N,2.88.Found:C,66.67;
H,7.32;N,2.83.
4-HemisuccinoyloxytestosteroneN-SuccinimidylEster(31)
無 色 無 晶 形 。NMR(CDCI,)δ:0.79(3H,s,18-CH,),1、26(3H,s,19'-CH3),2.84
(4H,s,succinimidyl),3.01(4H,m,一 COCH2CH2CO→,3.65(1H,t,J=8Hz,
17α一H).
4-HemiglutaroyloxytestosteroneN--SuccinimidylEster(32)
無 色 無 晶 形 。NMR(CDCI3)δ:0.79(3H,s,18-CH3),L26(3H,s,19-CH3),
2,84(4H,s,succinimidyl),3.65(1H,t,J=8Hz,17a-H).
4-CarboxymethylthiotestosteroneN--SuccinimidylEster(33)
塩 化 メ チ レ ソ ーMeOHよ り再 結 晶 し,無 色 葉 状 晶 と し て 得 。mp226.5-228。.〔ct)30+90.1。
(c=O.42).Anal.Calcd.C25H33NO6S:C,63.13;H,6.99;N,2.95.Found:C,
63.31;H,7.23;N,3.10.
4-(2-・Carboxyethylthio)testosteroneN-SuccimidylEster(34)
ア セ トソ ーn一 ヘ キ サ ソ よ り再 結 晶 し,無 色 板 状 晶 と して 得 。mp154-156。.〔 α 珊+88.6。
(c=0.44,MeOH).Anal.Calcd.C,6H3,NO6S;C,63.78;H,7。21;N,2.86.Found:
C,63.38;H,7.34;N,2.87.
Cortisol3-(0-Carboxymethyl)oximeN-SuccinimidylEster(35)
NMRデ ー タ か らみ て 主 にE異 性 体 よ りな る 無 色 無 晶 形 と して 得 。NMR(CDCI,)δ:0.96
(3H,s,18-CH3),1.35(3H,s,19-CH,),2.87(4H,s,succinimidyl),4.30及び4.65
(各IH,d,J=18Hz,21-H),4.45(1H,m,11a-H),4.93(2H,s,=N-OCH2CO-),
5.68(1H,s,4-H).
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21-O--HemisuccinoylcortisolN-SuccinimidylEster(36)
無 色 無 晶 形 。NMR(CDC13)δ:O.95(3H,s,18-CH,),1.45(3H,s,19-CH3),2.87
(4H,s,succinimidyl),2.96(4H,m,-COCH2CH2CO→,4.51(IH,m,11ct・-H),
4.96及 び5.10(各IH,d,J=18Hz,21-H),5.72(1H,s,4-H).
第2章 第3節付属実験
Materials
Testosterone3-(0-carboxymethyl)ox㎞eN-succinimidylester(29),17-O-he・
misuccinoyltestosteroneN-succinimidylester(30),4-carboxymethylthiotestosteroi
N-succinimidylester(33)及び21-0-hemisuccinoylcortisolN'-succinimidylester
(36)は第2章 第2節 で合成 した ものを用 いた。
ステロイ ドカルボ ン酸N一 ス クシンイ ミジル エステルのBSAと の反応
BSA(30mg)の0.05Mリソ酸緩衝液(有 機溶媒 に ピリジソを用い る場合0.7皿4,ジオキサソ
またはDMFを 用 いる場合0.4皿4)溶液 にN・-succinimidylester(29,30,33,36)の有機溶
媒(α7mの 溶液 を加 え,4。で12hr撹拝。反応液 を冷水 に対 して一 夜透析 し,1NHC1で
pH4.5に調製後 アセ トン及 び少量 のNaC1を加 え,た ん白を析出。3000rpmで20min遠沈 し,
沈 殿について遊離 ステ ロイ ドが無 くなるまで くり返 し処理。沈殿 を20%ピ リジソに溶解後,前 述
の ごとく透析。溶液 を凍結乾燥 し,ス テロイ ドーBSA結 合体(約30mg)を 羽毛 状粉末 として得,
スデ ロイ ドーBSAの 結合比の決定
ステ ロイ ド 一ー BSA結合体及び対照 としてのBSAを0.05Mリソ酸緩衝液(pH7,4)または0.1
NKOHに 溶解 し,それぞれのUV吸 収スペ クトルを測定。 各ステ ロイ ドの分子吸 光係数(29,
24000(251nm);30及び36,16000(251nm);33,10600(252nm))を用 い,そ れぞれ の波
長 における吸光度か ら結合 比を算出 した。
第3章第2節付属実験
Materials
4-Hemisuccinoyloxytestosterone(7)及び4-hemiglutaroyloxytestosterone(9)は
第1章 第2節 で 合 成 した も の を,〔1,2,6,7-9H〕-testosterone(86.4Ci/mmol)はAmers-
ham社 製 を 用 い た 。
免 疫 原 の 調 製
ハ プ テ ソ(7 ,9)(30mg)の ジ オ キ サ ソ(O.7m4)溶 液 にisobutylchlorocarbonate(O.01me
trim-butylamine(0.02皿の を 加 え,11。 で30min撹 拝 。 反 応 液 にBSA(90mg)の 水(7 .2m6
一 ジ オ キ サ ソ(L4nLの 一1NNaOH(0 .08mの 溶 液 を 加 え,氷 冷 下 に3hr据 絆 。 冷 水 に 対 して
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一夜透析後 ,第2章 第3節 と同様 に処理 し,テ ス トステ ロソーBSA結 合体(約90mg)を 羽毛状
粉末 と して得 。
テス トステロンのBSAに 対す る結合比の決定
UV法 に よ り行 な った。分子吸光係数 を12300(250nm)として結合 比を算 出 し,7は32,9
は34の値を得 た。
抗血清 の調製
ハ プテ ソーBSA結 合体(1㎎)の 生理食塩水(0.Sme)tS液tccompleteFreund/sadjuvant
(O.Sm4)を加えて エマル ジ ョソと し,家 兎 背部 皮 下に投与。初め の3週 間 は毎週,ひ き続 き1
カ月毎に投与 し,6カ 月後に採血。3000叩mで10min遠沈 し,得 られ た抗血清 に0.1%の割合
でNaN3を 加え,4。で保存 。
ラ ジオイム ノア ッセイ系
試料,〔3H〕-testosterone及び抗血清の希釈 には ゼラチソ(O.1%),NaCl(0.9%),NaN3
(O.Ol%)を含 む0.OlMリソ酸緩衝液(pH7.4)を用 いた。 〔3H〕-testosterone(約10000
dpm,0.Smf)に試料 溶液 または緩衝液(0.1皿の 及 び希釈抗血清(0.1皿4)を加え,4。 で一夜
イ ソキ ュベー ト。 デキス トラソ(O.06w/v%)一炭末(1w/v%)を 懸 濁 した緩衝 液(0・Sm4)
を加え,掩 拝後0。で10min放置 。4。で遠沈(2000rpm,10min)し,上清を計数バイアルに傾
斜 して分 ち,シ ソチ レーシ ョソカクテル(10mの を加 えて放射活性を測定。
至適 希釈抗血清
前述 のア ッセイ系で緩衝液(0.1皿e)を使用 した場合,総 放射 活性の50%の活性が得 られ るよ
う抗T-4-S及 び抗T-4-G抗 血清 を,そ れぞれ1=10000,1:15000に希 釈 し使用 した。
用量 一作用 曲線 の作成
Testostetone(21,42,104,208,624及び 32pg)を用いて アッセ イし,横 軸 にtestosterone
の添加量 をlogスケ 一ール で,縦 軸に結合率 をlogitスケールで表 わ した。 この とき21-832pgの
範 囲で両者の間 に直線関係 がみ られた。
交差反応性試験
Testosterone並びに近縁 ステロイ ド25種を用 いて 〔3H〕-testosteroneの結 合 率 を50%と
する添加量(〔3H〕-testosteroneの結合を50%阻害す る添加量)を 求め,つ ぎの式 によ り算 出
した。
交差反応率=(X。/X)XlOO
Xo:結合率 を50%とす るtestosteroneの添 加量
X:結 合率 を50%とする近縁 ステロイ ドの添加量
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第4章第2節付属実験
Materials
4-Hemisuccinoyloxycortisol(20),4-carboxymethylthiocortisol(22),4-(2-car-
boxyethylthio)cortisol(24)及び4-(2・-hemisuccinoyloxyethylthio)cortisol(27)は第
1章第3節 で合成 した もの を用いた。Cortiso13-(O-carboxymethyl)oximeN-succinimi-
dylester(35)及び21-0-hemisuccinoylcortiso1--BSA結合 体(結 合 比27)は,第2章 第
2節並びに第3節 で調製 した ものを用 いた。 〔1,2,6,7-3H〕-Cortisol(90Ci/mmol)は
CEA社 製を使用 した。
免疫原 の調製
ハ プテ ソ(20)は,混合酸無水物法に よ りBSA結 合体 と した。ハプテ ソ(22,24及び27)は
N-succirimidylesterとしたのち,第2章 第3節 の方法に準 じピ リジ ソを用 いてBSA結 合 体
と した。活性 エステル(35)も同様 にBSA結 合体 に導 いた。
コルチゾール ーBSAの 結合比の決定
UV法 によ り行 な った。各 ステロイ ドの250㎜ におけ る分子吸光係数(20,12300;22,24,
27,11000;35,24000)から結合比を算出 し,そ れぞれ22,22,25,33及び19の値 を得た。
抗血清の調製
前述 の コルチ ゾールーBSA結 合体並 びに第2章 第3節 で得た21-0-hemisuccinoylcortisol
-BSA結 合体(結 合比27)を 用い ,第3章 第2節 の方法 に準 じてエマル ジ ョソを調製 した。隔
週毎 に家兎背部皮下に投与 し,約6カ 月後 に採血 。3000rpmで20min遠沈 し,得 られた抗血 清
に0.1%の割合 でNaN3を 加え,4。で保存。
ラジオイムノア ッセイ系
試料,〔3H〕-cortisol及び抗血清の希釈には ゼラチソ(O.1%),NaCl(O.9%),NaN3
(O.1%)を含むO.05Mリソ酸緩衝液(pH7,3)を用いた。 〔3H〕-Cortisol(約18000dpm,
O.Sm1)に試料溶液 または緩衝液(0.1m4)及び希釈抗血 清(O.1me)を加 え,4。 で一夜 イソキ
ュペー ト。デキス トラ ソ(0.06w/v%)一炭末(0.5w/v%)を懸濁 した緩衝液(0.5mのを加 え,
掩 絆後Ooで20min放置。4。で遠沈(2000rpm,10min)し,上清を計数バイ アル に傾斜 して分
ち,シ ソチ レ・一シ ョソカクテル(10mの を加 えて放射活性 を測定。
至適希釈抗血清
第3章 第2節 の方法に準 じて求めた(Table5)。
用量 一作用曲線 の作成
Cortisol(20,40,100,200,400及び1000pg)を用 いて ア ッセイ し,横 軸 にcortisolの添
加量 を10gスケ ールで,縦 軸 に結合率 をIogitスケ ールで表わ した。 この とき20-1000pgの
範囲で両者の間に直線関係 がみ られ た。
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血漿試料の調製法
〔3H〕-Cortisol(約1800dpm)のEtOH溶液(0.1mぎ)をと りN2ガ スで留去。 これに血漿
(O.1m!)を加 え,4aで一夜放置後,水(0.Smf)を加 え塩化 メチ レソ(2m4)で 抽出。2000
rpmで10min遠心 して水層 を除 き,N2ガスで溶媒 を留去後 リソ酸緩衝 液に溶解 し,塩 化 メチ レ
ソ抽出試料 と した。 また,さ きと同様 〔3H〕-cortisolを添加 した血漿(0.1mf)にEtOH(1
m4)を加 え,20001pmで10min遠沈後上清 を分離 し,N2ガスで溶媒を留去。この残渣 を緩衝液
に溶解 し,EtOH除 たん白試料 と した。それぞれ の一部 を用いて放 射活性を測定 し,抽 出率 を算
出 した。一方,加 熱処理試料 は20倍に希釈 した血漿 を60。で30min処理 し調製 した。
尿試料 の調製法
〔3H〕-Cortisol(約1800dpm)のEtOH溶液(O.1mf)をと りN2ガスで 溶媒 を留去。 これ に
尿(0.1皿4)を加え,時 々撹拝 しなが ら4。で1hr放 置後,水(O.Sm4)を加 え有機溶媒(エ ーテ
ル,AcOEt,塩化 メチ レソ)(1皿4)で 抽出。有機層 を分離 し,N2ガスで溶媒 を留去後,緩 衝液
に溶解 し試料 と した。一部 を用 いて放射活性を測定 し,抽 出率 を算 出 した。
交差反応性試験
近縁 ステロイ ド15種を試料 と して用い,第3章 第2節 の方法 に準 じて交差反応率 を算出 した。
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